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水 稻 中 编码 甘油 - 3 - 磷酸 转 酰 酶 部 分 
cDNA 的 克隆 及 序列 分 析 
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摘要 ”参照 国外 报道 的 几 种 双子 叶 植 物 的 甘油 - 3 - 磷酸 转 酰 酶 的 相对 保守 的 氨基 酸 序 列 ， 设 计 
并 合成 一 对 简 并 引物 ， 提 取 抗 冷 性 强 的 水 稻 品 种 “ 丽 梗 2 号 ”的 RNA, 采用 RT- PCR 技术 ， 扩 
增 出 了 315bp 的 一 段 cDNA 片段 。 扩 增产 物 经 纯化 后 直接 克隆 到 pGEM -了 载体 系统 中 ， 经 PCR 法 
鉴定 ， 所 得 的 重组 质粒 中 含有 315bp 的 片段 。 证 明 已 克隆 到 水 稻 甘 油 - 3 - 磷酸 转 酰 酶 部 分 cDNA。 
采用 双 链 双 脱 氧 法 定 序 分 析 ， 表 明 所 克隆 的 该 段 cDNA 序列 与 国外 所 报道 的 双子 叶 植 物 的 该 段 
cDNA 的 核 苷 酸 序列 及 氨基 酸 序列 的 同 源 性 均 达到 70% 以 上 ， 提 示 了 该 基因 在 进化 上 具有 一 定 的 
保守 性 。 

关键 词 ”甘油 -3- 磷酸 转 酰 酶 〈(GPAT) ， 聚 合 酶 链 式 反应 〈(PCR) ， 基 因 克 隆 ， 水 稳 
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Abstract According to the conserved amino acid sequences of glycerol - 3 - phosphate acyltransferase from 
several kinds of dicotyls, we designed and synthesized a pair of degenerate primers. RNA was isolated from the 
highly chilling - resistant rice “Ligeng No. 2”. A 315bp cDNA fragment was obtained with RT ~ PCR tech- 
nique. After purification, the cDNA fragment was cloned into pGEM - T vector directly. The result of identifica- 
tion by PCR method indicates that the recombinant plasmid pGTLS contains a 315bp cDNA fragment. The result 
demonstrated that we had cloned a part of cDNA encoding glycerol - 3 - phosphate acyltransferase. While the 
cDNA sequence and deduced amino acid sequence reported here was compared with that published abroad, the 
identity was above 70% . This result hints that the gene is highly conservative on evolution. 
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Murata 等 (1990) 的 研究 证 明 ， 甘 油 - 3- 磷酸 转 酰 酶 (GPAT) 对 其 底 物 脂肪 酸 的 选择 决定 了 质 膜 中 
磷脂 酰 鞭 油 的 脂肪 酸 饱 和 度 及 植物 的 冷 敏感 性 ， 并 已 通过 把 抗 冷 的 拟 南 芥 菜 中 的 GPAT 基因 转 到 冷 敏感 的 
烟草 中 ， 得 到 了 抗 冷 性 的 烟草 植株 〈Murata et al ，1992) ， 进 一 步 证 明了 GPAT 基因 是 一 个 抗 冷 相关 基因 。 
因此 ， 分 离 克 隆 植物 中 的 GPAT 基因 ， 不 仅 是 快速 培育 高 抗 冷 植株 的 抗 性 基因 工程 育种 的 前 提 ， 且 对 抗 冷 
机 制 的 深入 研究 提供 了 线索 。 另 外 ， 它 是 生物 中 普遍 存在 的 一 种 酶 ， 其 功能 是 催化 甘油 酯 合成 的 第 一 步 ， 
即 催化 Sn - 甘油 -3 磷酸 的 Sn- 1 位 的 酰 化 作用 ， 使 其 形成 Sn- 1- 酰基 -甘油 -3- 磷 酸 ， 是 膜 脂 生物 
合成 中 必 不 可 少 的 (More，1975)。 因 此 ，GPAT 基因 的 分 离 克 隆 对 于 研究 植物 细胞 中 甘油 酯 生物 合成 机 制 
也 有 着 重要 的 意义 。 目 前 ， 国 外 已 从 一 些 双 子叶 植物 中 分 离 到 了 GPAT 基因 ， 但 是 从 单子 叶 植物 中 分 离 该 
基因 的 研究 还 未 见报 道 。 粮 食 作 物 大 多 属于 单子 叶 植 物 ， 因 此 从 单子 叶 植 物 中 分 离 GPAT 基因 的 意义 更 
大 。 本 研究 首次 报道 了 对 单子 时 植 物 水 稻 中 GPAT 基因 的 部 分 cDNA 克隆 ， 为 以 后 的 研究 工作 莫 定 了 坚实 
的 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 水 稻 〈( Oryza sativa L.) 品种 为 抗 冷 性 强 的 丽 梗 2 号 (Ligeng No. 2)， 种 子 由 云南 省 农 科 院 中 
日 合作 育种 课题 提供 。 

转化 受 体 菌 为 大 肠 杆菌 DH5ga， 克 隆 载体 为 pGEM -T 系 统 。 

逆转 录 试 剂 盒 购 自 GIBCOBRL 公司 ， 限 制 性 内 切 酶 及 克隆 载体 pGEM -了 T 系 统购 自 Promega 公司 ，TaqD- 
NA 多 聚 酶 及 其 它 试剂 均 购 自 华美 生物 工程 公司 。 

1.2 方法 取 0.1 8g 新 鲜 的 水 稳 幼 苗 于 研 钵 中 ， 用 液 氮 处 理 后 研磨 成 粉末 状 ， 采用 TrisPure™ 试 剂 提 取 总 
RNA，-70% 保 存 。 

按照 GIBCOBRL 公司 逆转 录 试 剂 盒 的 说 明 书 进行 逆转 录 ， 即 以 水 稻 RNA 为 模板 ，oligo (dT) 为 引物 ， 
在 Mulv 逆转 录 酶 的 作用 下 合成 cDNA 的 第 一 链 ，- 20 保 存 。 

参考 已 报道 的 几 种 双子 叶 植物 中 的 GPAT 相对 保守 的 氨基 酸 序 列 (Nishida et al ，1993) ， 自 行 设计 一 对 
简 并 引物 Phimer 工 、PrimerI ， 由 美国 CyberSyn 公司 合成 ， 

PrimerI 5’-GA [AG] CCITT [CT] GA [CT] TA [CT] TA [CT] -3 

PrimerI 5’-CAT [AG] TG [CT TT [CT] TI [CG] [AT] [AG] TAIAC [AG] CAIAT-3/ 

注 :“P 是 脱氧 次 黄 苷 

以 合成 的 cDNA 第 一 链 为 模板 进行 PCR， 反 应 条 件 为 : M4 和 区 变 性 40 s，50 退火 30 s，72% 延伸 1.5 
min，35 个 循环 后 72 扣 再 延伸 7 min。 

将 PCR 扩 增 产物 纯化 后 直接 克隆 到 pGEM -载体 系统 中 , 经 大 肠 杆 菌 DH5a 转化 后 ， 在 X-gal 平板 上 
筛选 白色 菌落 ， 用 . PCR 法 鉴定 重组 质粒 。PCR 反应 条 件 是 : 95 乞 变性 5 min, 加 入 TaqDNA 多 聚 酶 后 ，94% 
变性 40 s，50% 退 火 30 s，72% 延伸 1.5 min，35 个 循环 后 72% 再 延伸 7 min。 

提取 重组 质粒 ， 按 测序 试剂 盒 〈Pharmacia，AutoReadTSequencing Kit) 说 明 稍 加 修改 后 进行 测序 反应 ， 
在 自动 测序 仪 (Phammacia，A. L. F. MPNA Sequencer) 上 进行 序列 分 析 。 


2 实验 结果 
2.1 水 稳 编 码 GPAT 部 分 cDNA 的 扩 增 、 克 隆 及 鉴定 


本 实验 应 用 简 并 引物 PCR 技术 ， 以 水 稻 RNA 逆转 录 合 成 的 cDNA 第 一 链 为 模板 ， 扩 增 到 了 一 条 约 
315bp 的 特异 性 较 强 的 带 (图 1: 工 )。 此 特异 扩 增 带 经 回收 后 直接 克隆 到 pGEM - 了 载体 系统 的 多 克隆 位 点 
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区 ， 得 到 的 重组 子 pGTLS 经 PCR 法 鉴定 ， 所 克隆 的 重组 子 中 含有 该 片段 (图 1: 看 ),， 证明 克 隆 成 功 。 
2.2 该 段 cDNA 的 序列 分 析 及 其 与 其 他 物种 此 基因 片段 的 同 源 性 比较 

通过 对 该 段 cDNA 进行 序列 分 析 ， 表 明 它 含有 315 个 核 苷 酸 ， 并 由 此 推出 其 氨基 酸 序列 《图 2)。 与 国 
外 报道 的 拟 南 芥菜 (Nishida et al ，1993) 、 琉 豆 〈Weber et al ，1991)、 南 瓜 〈Ishizaki et al ，1988) 、 黄 瓜 
(Johnson et al ，1992) 和 红 花 (Bhella et al ，1994) 共 5 种 双子 叶 植物 中 的 该 段 cDNA 进行 比较 ， 其 核 背 酸 序 
列 的 同 源 性 分 别 是 70.2%、72.7%、74.9%、75.2%、73.3%; 氨基 酸 序 列 的 同 源 性 分 别 是 75.2% 、 
77.1% 、80.0% 、79.0% 、79.0% 。 
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图 1 水 称 GPAT 基因 部 分 cDNA 的 PCR 扩 增 、 克 隆 及 鉴定 
I pGEM 7zf (+ ) /Hae 于 DNA 标准 分 子 量 ; I PCR 扩 增 产物 ; 亚 
PCR 扩 增 鉴定 重组 子 pGTLS. 
Fig 1 PCR amplification and identification of recombinant pCTL5 containing 
GPAT gene 
I pGEM 7A (+) /Hae [ll DNA marker; 工 Amplification of GPAT 
gene; I fdentification of recombinant pGTLS. 


M FF GO Q NY 1 Rk PP 
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AAC CTC ATC TGC GTC TAT TCC AAA AAA CAT At 


水 稻 GPAT 基因 部 分 cDNA 序列 及 推导 出 的 氨基 酸 序列 
cDNA sequence and deduced amino acid sequence of part GPAT gene from rice 
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3 讨论 


本 实验 通过 采用 简 并 引物 PCR 技术 ， 从 水 称 中 得 到 了 GPAT 基因 的 部 分 cDNA， 这 为 分 离 克 隆 水 稻 的 
GPAT 全 基因 提供 了 可 能 。 同 时 ， 通 过 序列 分 析 比 较 ， 发 现 水 稻 中 GPAT 基因 的 该 cDNA 片段 与 双子 叶 植 物 
中 的 该 cDNA 片段 的 核 苷 酸 序列 及 氨基 酸 序列 的 同 源 性 均 达到 70% 以 上 ， 提 示 了 此 基因 在 进化 上 具有 保守 
性 ,值得 进一步 深入 研究 。 或 许 对 GPAT 基因 的 进一步 研究 可 以 为 从 分 子 生 物 学 方面 来 研究 植物 的 进化 及 
分 类 提供 新 的 线索 。 

一 般 鉴定 重组 子 常用 的 方法 是 限制 性 酶 切 法 〈 萨 姆 布鲁克 等 ，1992) ， 而 在 本 实验 中 采用 的 PCR 鉴定 
法 较 常 规 方法 更 简便 准确 ， 同 时 还 可 免 去 购买 昂贵 的 限制 性 内 切 酶 。 因 此 ， 此 法 可 以 为 重组 子 的 鉴定 提供 
一 条 捷径 。 
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